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Abstract of DE4432549 

The present invention relates to pharmaceutical 
products with antithrombotic, thrombogenesis- 
inhibiting or thrombosis cause-inhibiting activities. 
Stated more accurately, the present invention 
relates to pharmaceutical products which contain 
phamnacologically acceptable powdered extracts 
from green tea leaves as stable active ingredient 
which has an excellent inhibitory activity on the 
causes of thrombosis, and which are produced 
using an improved progressive process. The 
present invention provides products with 
antithrombotic activity which contain an extract 
from green tea as active ingredient and 
conventional ancillary substances which are 
generally used for pharmaceutical products, such 
as vehicles, diluents, antioxidants etc.. and 
furthermore a process for the production thereof. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@) Pharmazeutische Erzeugnlsse mit Antithromboseaktivitat sowie 

@ Die vorllegende Erfindung betrifft pharmazeutische Er- 
zeugnlsse mit antithrombotlschen, Thrombogenese-hem- 
menden oder Thromboseursachen-hemmenden Aktivitaten. 
Genauer ausgedrOckt betrifft die vorllegende Erfindung 
pharmazeutische Erzeugnlsse, welche pharmakologlsch an- 
nehmbare gepulverte Extrakte aus grunen Teebiattern ats 
neuen und stabilen Wirfcbestandtell, der eine Oberragende 
Thromoseursachen-hemmende AktivitSt hat, enthalten und 
unter Verwendung eines verbesserten progressh^n Verfah- 
rens hergestellt werden. 

Die vorllegende Erfindung liefert Erzeugnisse mit Antithrom- 
boseaktivitat, welche einen Extrakt aus grunem Tee als 
Wirkbestandteil und herkdmmliche Hilfsstoffe, welche allge- 
mein fur pharmazeutische Erzeugnisse verwendet werden, 
_ wie z. B. Vehikel, Verdunnungsmittel. Antioxidanzien usw., 
enthalten, und weiterhin ein Verfahren zu deren Hersteliung. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft pharmazeutische Erzeugnisse gemSB Anspnidi 1 mit antithrombotischen. 
I nrombogenese-hemmenden und Thromboseursache-hemmenden Aktivitaten. 
5 Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zm Herstellung dieser phannazeutischen Erzeugnisse gemaB 
Anspruch 9 some em aUgemeines Verfalu-en zur Herstellung eines Exttaktes aus grflnem Tee gemSB. An^nich 

Genauer gesagt. betrifft die vorUegende Erfindung pharmazeutische Erzeugnisse mit antitbrombotisdien. 
Thrombogenese-hemn|enden uiid Thromboseursache-hemmenden Aktivitaten. wekhe pharmakologisch an- 

,0 nehmbare gepulverte Extrakte aus Blattem von grunem Tee als einen Wirkstoff enthalten. weteher n^ umi 
stabil ist. und erne hervorragende Aktivitat bei der TTiromboseursachenhemmung aufweist und heigesteUt winL 
mdem em verbessertesprogressives Verfahren verwendet wird (hiemach werden antithrombotisch. nirombo- 
genese-hemmendundThromboseureache-hemmendals-antithrombotisch'bezeichnet). 

15 WCTteS^wkarnVworde™*" ""^gehend von C3ilna und Japan, als ein Luxusartikel mit mecfizinischen 

nhpJ^if ^.^1''°'? "^V Gei-bstoffe aus grOnem Tee (Tannine). Koffein. Ascorbinsaure. Toco- 

pherole. Flavonole. Polysacchande und P-Carotin usw. als chemische Bestandteile. Unter diesen sind Koffein. 
Ascorbmsaure und die Tannine aus grttnem Tee die HauptbestandteUe. Koffein und Ascorbinsaure sind in vielen 
anderer Krautertees enthalten. jedoch steUen die Tannine aus grOnem Tee. welche durch die Catechine verk5r- 
LMhrn'^f ^"°«'-S5^6»«?»i<*en ??«andten dar. welcher nur in grOnem Tee gefunden wird. V.er hS - 

catechine m grunem Tee smd Epicatechm. Epfcatechingallat. EpigaUocatechin und Epigallikatechingallat Ande- 
reanorganischeSubsti»zen.wiezmnBeispielRuor.Zink,Galdum 

kung die Hemmung der Lipidhyperoxidation und zusatzlich die Hemmung der Reaktion von aktivem Sauerstoff, 
« ''"gf."'"".'"^" J^B ae viele Arten von Krankheiten venireacht. die Hemmung der Cholesterol- 
r!nHr?u/°'^-? T"^^''"^^^*' "tivirale-antibakterielle Aktivitat. antikariose Aktivifat und desodorie- 
rende Aktmtat usw. In den fruhen 90er Jahren woixie entdeckt und berichtet. daB Epigallocatechingallareines 
d£ w^^T" ' ^'^'f '*"^,y°" Careinogenen and die Wirkung von can:inogenen PromotorenSrdi^S^^ 
Daher wurde ausgehend von diesen ermutigenden Ei^bnissen erwartet. daB ws Catediinen aus srOnem Tee 
Antikrebsmedikamenteentwickelt warden. «"» «-»iccranen aus grunem lee 

«.rf rf!p^51??uT P die durch die gegenwartigen Erfinder durchgefuhrt wurxlen. und sich 

S R«S„^S^ Wrkungen von Bestandteilen aus grflnem Tee bezogen. fthrten zu dem ErgeS 

" scS^^Al^Z^^ltLT^^rT ^^"^^^ Erzeugnisse mit antittaombotl- 

Weiterhin ist es Auf^e der vorUegenden Erfindung, ein Verfahren zur Herstellung der oben erwahnten 
E^ugnissesowie em aflgemeines Verfahren zurHemellung eines Emaktes aus grf^^^ 

*° „i2hJ:f^^%lV^^ erfolgt durch ein pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1. Verfahrenstech- 
aS^H R. * ^ ^ ^ Verfahren gemaB Anspruch 9 sowie duirb ein Verfahrra gem^ 

v..S^w!^5"p!II!w" '°"S'^**'"*5 ^"'^^ "^"^ ^ Schritte unterteiit werden: 1. Extraktions- 
verfahren, Z Ehminationsverfohren und 3. Reinigungsverfahren <^"»«^ 

e^armtem Wasser, gekflhltem Wasser. Methanol. Ethanol 
Sen S!fr^fA^''T^ •f'^ durchgefuhrt In dem Verfahren zur EHminiemng von anderen Bestand- 
oSZh^ t^i!C^ '"'^'l''''^ hodipolare Losungsmittel. wie z. B. Chloroform. Ethylacetat oder 

• ^if^ 0'S'««^he LSsungsmittel sind. die sich nicht mit Wasser mischen. verwendet. um die 
ve^S^l !F ^ Z""- endgultigen Reinigung wird ein Verteilmigsextraktionsverfahren 

K^^Kt « f ^ Hauptwirkungsweise auf der unterschiedlichen Polaritat des organischen Usungsmittels 
ma^L^K^L''p ^""J^ Saulenchromatographie und HochgesdTwindigkeitsnfl^igch^ 
ri^S^ Reinigungsverfahren verwendet Das Reinigungsverfahren durch die Verteilungse«rak- 

stru,S^XlrH".r H^^"^^^^^^ begleitet. wie z. B. Zeitverzogenmg fflr Aufbau. hohe Unterhaltsko- 
f,™ SjT^^ u Handhabung von organischen LSsungsmitteta wie Chloroform. Methylisobutylketon 

usw. Bei dem chromatographischen Verfahren werden verbreitet Sephadex oder Polymere fflr das Verfahren 
benutet aber dieses Reinigungsverfahren bendtigt weitere Verbesserungen. dahingehend. daB seine Extrak- 
tionsbedingungen komplex und zeitaufwendig sind und viel Arbeitskraft benfitigen. Auf der anderen Seite zeigt 
^e Reinigungsmethode durch Hochgeschwindigkeitsflflssigchromatographie eine zeitsparende Wirkung und 
Mne starkere Remigungsef izienz. jedoch sind das System und das Elutionsl6sungsmittel teuer. und « ist 
60 raoglich.daBdieTrennsauleIeichtreiBt 

ui-Z^^ °A^^u P^We™"" '8«n. haben die gegenwirtigen Erfinder eine breite Forschung mit verschiedenen 
Methoden durchgefuhrt Als Ergebnis davon waren die gegenwartigen Erfinder in der Lage, den Rflckstand des 
I u ^ c-T ^i""^** durch Zentrifugation insgesamt abzutrennen. und durch Verwendung einer Sephadex 
LH-20 Saule zur Chromatographie und einem L6sungsmittel zur vereinfachten Trennung. sowohl Terpenoide 
65 als auch Farbbestandteile. wie auch wasserldsliches Koffein. freie Aminosauren. und Saccharide dureh einmali- 
ges Spulen mit einer 15%igen Losungsmischung aus Wasser-Aceton oder Dioxan zu reinigen. Daher muB eine 
zusatzhche Koffeineliminiening nach dem etablierten Verfahren in dem Verfahren der vorUegenden Erfindung 
nicht durchgefuhrt werden. und weiterhin konnte das Hinzukommen von Verunreinigungen. welche aus dem 
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organischen Losungsmittet stammten oder jenen, die in dem Endprodulct gefunden wurden, durch die Verwen- 
dung von Chloroform, Methylisobutylketon usw. wirklich verhindert werden. Als Ergebnis wird nur der geibrote 
Anteil auf die obere Schicht der Chromatographiesdule aufgebracbt und kann leicht mit dem bloBen Auge 
beobachtet werden. Auf der anderen Seite kOnnen aktive Bestandteile aus dem Rest des gelbroten Anteils in 
einer maximalen Ausbeute erhalten werden, indem gleichzeitig mit einer 60%igen Ldsungsmittelmischung aus 
Wasser-Aceton oder Dioxan eluiert wird. Das Verfahren der vorliegenden Erfindung ist genauer als die etablier- 
ten Verfahren. Auf der Grundlage dleser Funde wurde die vorliegende Erfmdung durch wiederholte breite 
Forschung vervollstandigt 

Im ersten Schritt der Verfahren der vorliegenden Erfindung wurde gruner Tee mit erwarmtem Wasser 
extrahiert Bei dem Konzcntrierungsverfahren wurde sichergestelit, dafi im Hinblick auf die antioxidierenden 
Wirkungen der Wirkbestandieile ca. 1/4 an n-ButanoI zu dem Extrakt zugegeben wurde. Wahrend des Konzen- 
trierungsverfahrens wurde die Kapazit&t von n-Butanol zu jeder Zeit wahrend der Extraktion aufrecht erhalten, 
um den Extrakt so daran zu hindem, von der Luft oxidiert zu werden, indem er an die Oberflache exponiert wird. 
In der Zwischenzeit wurde ein Konzentrierungsvorgang der zuletzt hergestellten Wirkbestandieile durch Ge- 
friertrocknung durchgefuhrt Als Ergebnis wurde Wasser vollstandig eliminiert, wobei gleichzeitig das Zusam- 
mensetzungsverhaitnis zwischen Konzentrat und Wirkbestandteilen nach dem Gefnertrocknen kaum ver^ndert 
war. 

Das getrocknete Pulver der Wirkbestandieile war gelbbraun, sehr loslich in Wasser und fiber sechs Monate 
stabil. da es nicht hygroskopisch war. Daher konnte das getrocknete Pulver leicht zu pharmazeutischen Erzeug- 
nissen verarbeilet werden. 

Als ein Ergebnis von wiederholter Prufung des oben erwahnten Verfahrens, enthielt jede Charge ein konstan- 
les Zusanunensetzungsverhaltnis der Wirkbestandieile. 

Nach Klassifizierung der Zusammensetzung der aktiven Fraktion war das Zusammensetzungsverhaltnis wie 
folgt: 30% Polyphenole, 60% einer Mischung aus Epigallicatechingallat und Epicatechin und die kleine Menge 
von 6% Epigallocatechia 

Das allgemeine Extraktionsverfahren von Extrakten aus grunem Tee in der vorliegenden Erfindung wird nun 
detaillierter in Bezug auf jede der folgenden Methoden beschrieben werden. 

Extraktion 

Im ersten Schritt werden getrocknete grune Teeblatter oder gerosteter Tee als Ausgangsraaterial zehn 
Minuten lang mit erwarmten Wasser in dem Bereich von 70— 90*C extrahiert. Vorzugsweise wird die Extraktion 
ohne Kochen unter Ruhren beendet Unlosliche Materialien aus dem Extrakt werden mit einem gut bekannten 
Verfahren wie Filtration unter erhohtem Druck, Vakuumfiltration oder Filtration durch Zentnfugation behan- 
delL 

Erwarmtes Wasser fQr die Extraktion kann gewohnlich in einer Menge von 5 bis 100 mal des Gewichtes an 
grunem Tee eingesetzt werden, w&hrend 10 bis 30 mal des Gewichts an grOnem Tee die besten Ergebnisse 
erzielen. Der Anteil von Extraktionslosungsmittel in erwarmtem Wasser, welcher verwendet werden kdnnte, 
liegt bei Mischen in aikoholischem L5sungsmittel m dem Bereich von 5—50%. Obwohl die Extraktionsdauer von 
der Temperatur abh^ngt, betrfigt sie normalerweise von 30 Sekunden bis zu einer Stunde, oder bevorzugt von 
5 Minuten bis 20 Minuten. 

Konzentrierung unter vermindertem Druck 

Wenn erwarmtes Wasser als das Extraktionsldsungsniittel benutzt wurde, wuiden 10—50% (v/v) n-Butanol, 
bevorzugt 20%, zu dem erhaltenen Extrakt zugegeben und dieser Zustand wurde beibehalten, bis der Konzen- 
trierungsschritt unter vermindertem Druck beendet war, um ein Kochen des Extraktes zu verhindem, und einen 
direkten Kontakt der Wirkbestandteile in dem Extrakt mit Luft durch das an der Oberflache des Extraktes 
vorliegende n-Butanol zu biockieren, mit dem Ziel, eine Anderung der Zusanunensetzung der Wirkbestandteile 
zu verhindem. 

Die Konzentrierung wurde mit Erwarmen unter vermindertem Druck in dem Bereich von ca. 10-70 mmHg. 
z. B. bei ungefahr von 50*C bis 70**C durchgefuhrt, um ein viskoses Extrakt (mit einem Gehalt an Wasser von ca. 
10% bis 30% (w/w)) zu erzeugen. 

Die Zeitdauer fQr die Konzentrierung bei vermindertem Druck hfingt von den Bedingungen des verminderten 
Drucks ab, aber es dauert von ca. 30 Minuten bis zu 2 Stundea Bei dem Verfahren der Konzentrierung unter 
vermindertem Druck sollte die Temperatur nicht ilber 90*' C liegen, um einen Verlust oder eine Zerstorung der 
Wirkbestandteile in dem Extrakt zu verhindem. 

Gefriertrocknung 

Die gereinigte FlQssigkeit von der Saule wird durch eine Konzentrierung unter vermindertem Druck bei 
Raumtemperatur ohne Erwarmen konzentriert und wird schnell eingefroren und gelagert Gefriertrocknung 
kann Sublimate und restliches Wasser vollstandig eliminieren, indem die Probe bei extrem niedrigen Temperatu- 
ren unter Verwendung eines unterhaib von - 100**C kuhlenden Mittels unter Vakuumbedingungen aufbewahrt 
wird. Die Zeitdauer zum Trocknen hSngt von der Menge der Probe, der Oberflache, der Temperatur des 
Kflhlmittels und der Kapazitat der Vakuumpumpe ab, aber vollstandig getrocknetes Material kann innerhalb 
von 1 2 bis 24 Stunden erhalten werden. 

Getrocknetes Pulver, welches durch das obige Verfahren erhalten wurde, enthalt Epigallocatechingallat 



DE 44 32 549 Al 

(EGCG), einen der WirkbestandteUe von grflnen Teeblattern, dargestelU diirch die folgende Formel: 

OH 




in dem Verhaitnis von ca. 50-70% (w/w) in dem Extrakt. 

mfi^il' nh**'^'*''? T c"^ "^"^^ hygroskopisch ist. und ein geringes spaifisches Volumen hat.ist 

wet^'n^ il,i!fw!;f pT T*"^"" ^"u''' ^^"^ Siftig und kann durch orale Verabreichung appliziert 
Mi^r^L^!.1 ! w ^'^""^ 1^.'" Pharmazeutischen Erzeugnissen. wie z.B. Kapsel. Pulver, Granulat. 

* ^^/•^^'^P^^' ROssigkeit. in Verbindung mit pharmazeutisch annehibien Vehiffira 
Starke. Uctose. Calciumcarbonat. Calciumphosphat usw.^ Bindemitteln (z. B. StSrke. GummiaralAmm (Srto^ 
ymethylcellu^ose. HydroxymethylceUulose. kristalline CeUulose usw.X GLtmt^^h.KhSS^tStTa. 
kum usw.). Trennniittein (2. R Carboxymethylcellulosecaldum. Talkum. synthS^ /dSSl^f u^l 
VerdQnnungsmitteln(z. B. Wasser. Pflanzendl usw.)venirbeitetwenlen. Aiummmmsiujcat usw.^ 

Weitere Vorteile und Merkmale der voriiegenden Erflndung eigeben sich aufgrund der Beschreibune von 
AusfuhrungsbeispielensowieanhandderZeichnung. siu"" ucr ocscnrcioung von 

Eszeigen: 

eeS'n Erfin'J?fr^^ welche die antithrombotischen Wirkungen des antithrombotischen Mittels der vorlie- 
^:'iZ^^^s:^^£rS^^^::^^ (=P-P^^ ^»^«- Ristocetin 

«Sen^El?in'^!Z^'r A*"*^.**!-^ antitlirombotischen Wirkungen des antithronibotischen Mittels der voriie- 
genden Erfmdung auf die Agglutination zeigt. wenn Adrenalin und Collagen zusammen damit verabreicht 

ESlgl^&Tete'L^^^^ 
defl^rL^Sn&uir^r^^^ 

.^LLa^ Diagramm. welches die Plasmagerinnungszeiten zeigt. wenn das antithrombotische Mittel der 
voriiegenden Erfindung und Aspirin als eine Kontrolle verabreicht wiirden. mmei aer 

Die folgendenBeispieledefinierenmdit die vorBegendeErrmdung.erkiarendicseaber in grSBerem Detail 

Beispiel 1 

4^1 Smt^rlf^.T"'' '^^^T'' Tee oder griiner Instanttee warden von 70-C-90'C mit 

4000 ml erwarratem Wasser 20 mm bng extrahiert Der erhaltene Extrakt wunle duix:h Rlterpapier fatriert. urn 

"bnfabgeSS^ '''^ Zentrifugarrb^i 
ti^^^J^^ ml) wurde gesammelt und unter vermindertem Druck bei 70'C mit einem Vakuumrota- 
^"^"♦"•=1^ ummnA Bttrakt zu erhalten. Die 400 ml Extrakt wurden in 400 ml Chloroform 
r ? "«**P?'«f«'! Beftondteile voUstandig zu entfemen. Der oben erwahnte Extraktions-EntfemuS 
Khntt wurde mehr ab dreima^ wiederholt Die waBrige Phase wurde mit 400 ml Ethylacetat dreimal extra£ 

50 C mit emem Vakuumr«tauonsverdampfer vollstandig auf 50 ml konzentrlert 200 ml Aceton oder Dioxan 
wurden zu dem Konzentrat zugegcben und es wurde wieder auf 20 ml konzentriert 20 ml d^ Konzentrate 
wurden auf eineSephadexLH-20Saule(Im,endurchmesser 35 mm. Lange 550^ 

fLSS^^^K^"""* n^'aJ* Wasser-Aceton oder Wasser-Dio«« (84 : 15. v/v) gS bS die 

gelbgrime Oder braungefarbte Phase voUstandig eluiert ist. und dann wird eine Elution mit Wawer-Aceton oder 

»S^™h TJ*"" ^"'^ ^" ''^Sinnt. werden die Fraktionln 

• . ^ ZIX"""? Vakuumverdampfungstrockner auf 50 ml konzentriert Das Konzentrat wird 
Qber Nacht bei unter -20'C gelagert und rait einem Gefriertrockner getrocknet. um W g an getrocknetem 
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Pulver (ROckstandsanteU von EGCG : 70%) zu erhaltea 

Der Ruckstandsanteil von EGCG in getrocknetem Pulver kann durch die folgende Gleichung berechnet 
werden: 

Anteil von EGCG {%) « Peakflflche mit EGCG/GesaratpeakfifU:he x 100 5 

5 mg des getrockneten Pulvers, welches durch die obigen Verfahren gewonnen wurde, wird in 5 mg Methanol 
gel5st und 5 (il der resultierenden Ldsung weiden m eine HochgeschwindigkeitsfiOssigchromatographie einge- 
spritzt lun den Gehalt an EGCG zu messen. 

10 

Bedingungen fur die Messung durch Hochgeschwindigkeitsflussigchromatographie: 
Ger§t: HochgeschwindigkeitsflQssigchromatograph (P-6300, Hitaclu, Japan) 

Eludonsmittel: Ldsungsmitteimischung aus Acetonitril-Ethylaceut-0,05% PhosphorsSure (12 : 2 : 86, v/v/v) 
Saule: Cosmosil 5C18 (4,6 mm Innendurchmesser x 150 nun Unge) (Nakalei Tesque Co, Japan) 
S§ulentemperatur:40°C 55 
Welleniange:280nm 

Unter den obigen Bedingungen betragt die Ruckhaltezeit von EGCG 63 mia Als das Ergebnis der obigen 
Messung betrSgt der Ruckstandsanteil von EGCG 70%. Die Ruckstandsanteile von EGCG in getrocknetem 
Pulver, welche in den Beispieien 2 bis 6 erhalten wurden, werden nut demselben Verfahren wie oben beschrieben 20 
gemessen. 

Beispiel 2 

1^ kg getrocknete grQne TeeblStter, gerdsteter griiner Tee oder gruner Instanttee werden bei 70*'C 20 min 25 
lang mit 201 einer Losungsmischung aus Wasser-Ethanol (90:10, v/v) extrahiert Der erhaltene Extrakt wird 
durch Papierfilter filtriert und die unloslichen Bestandteile werden abgetrennt Das Filtrat (ca. 19,0 1) wird 
gesammelt und unter vermindertem Druck bei 70° C mit einem Vakuumrotationsverdampfer konzentriert, um 
ein viskoses Extt-akt zu erhalten. Das viskose Extrakt wird in 2,0 1 heiBem Wasser gelost, diese werden zu 500 ml 
Portionen aliquotiert und mit 500 ml einer Ldsungsmitteimischung aus Chloroform-n-Hexan (80 : 20, v/v) extra- 30 
hiert, um nichtpolare Bestandteile volistandig zu entfernen. Der obige Extraktions-Entfemungsschritt wird mehr 
als dreimal wiederholt. Die waBrige Schicht wird mit 500 ml Ethyiacetat dreimal extrahiert, um eine organische 
Schicht von ca. 1^ 1 zu erhalten, und volistandig bei SO'^C mit einem Vakuumrotationsverdampfer getrocknet 
500 ml Aceton werden zu dem getrockneten Material hinzugegeben und es wird auf 50 mi konzentriert 50 ml 
des Konzentrats werden auf das obere Ende einer Sephadex LH-20 Saule (Innendurchmesser 70 mm x L^nge 35 
500 mm. Sephadex Nettogewicht 400 g) aufgetragen. Nach Entfernen des loslichen Materials mit 4,0 1 Wasser, 
wird zuerst mit 3.0 1 Wasser-Aceton-Losung (70 : 30, v/v) gespOlt, bis die gelbgriUie oder braungefarbte Phase 
volistandig eluiert ist, und dann wird begonnen. mit Wasser-Aceton-L5sung.(40 : 60, v/v) zu eluieren. Wenn das 
gelbbraune oder gelbe Band, welches an der oberen Schicht der Stule absorbiert war, beginnt von dem oberen 
Ende der Sauie zu etuieren, werden die Fraktionen gesanunelt und bei 70*'C mit einem Vakuumverdampfungs- 40 
trockner auf 100 ml konzentriert Das Konzentrat wird Qber Nacht bei unter -20'*C gelagert und mit emem 
Gefriertrockner getrocknet, um 433 g getrocknetes Pulver (Ruckstandsanteil von EGCG : 54%) zu erhalten. 

Beispiel 3 

45 

200 g getrocknete Blatter von griinem Tee, gerdsteter grOner Tee oder gruner Instanttee werden 20 min lang 
bei 70**C bis 90**C mit 4 1 heiBem Wasser extrahiert Das erhaltene Extrakt wird durch Filterpapier filtriert und 
von den unldslichen Bestandteilen abgetrennt und das Filtrat wird 10 min lang bei 2000 rpm zentrifugiert um die 
ausgefailten RQckstande zu entfernen. Das obere Filtrat (ca. 3,5 I) wird gesammelt und unter vermindertem 
Drudc bei 70*" C mit einem Vakuumrotadonsverdampfer konzentriert um 400 ml Extrakt zu erhalten. Die so 
wafirlge Phase wird mit 400 ml Ethyiacetat dreimal extrahiert um eine organische Phase von ca. 1,2 1 zu erhalten 
und die organische Phase wird bei dO^'C mit einem Vakuumrotationsverdampfer vollsttndig bis auf 50 ml 
getrocknet 200 ml Isopropanol werden zu dem getrockneten Material zugegeben und auf 20 ml konzentriert 
20 ml des IConzentrates werden auf eine Sephadex LH-20 SSuIe (Innendurchmesser 35 nun x Unge 550 mm, 
Sephadex Nettogewicht 200 g) aufgeu^gen. Zuerst wird mit 3,0 1 Wasser-Aceton-L5sung (85 : 15. v/v) Ldsung 55 
gespiilt bis die gelbgrane oder braungearbte Phase volistandig eluiert ist, und dann wird begonnen, mit 5,0 1 
Wasser-Aceton-L6sung (55 : 45, v/v) zu eluieren. Wenn das gelbbraune oder gelbe Band, welches an die obere 
Schicht der SSule absorbiert war, vom oberen Ende der Saule zu eluieren beginnt werden die Fraktionen 
gesammelt und bei 70" C mit einem Vakuumverdampfungstrockner auf 50 ml konzentriert Die Sephadex LH-20 
saule kann wiederverwendet werden, indem die restlichen nichtpolaren Materialien auf der Saule mit 2,0 1 eo 
Aceton eluiert werden. Das Konzentrat wird Qber Nacht bei unter - 20** C gelagert und mit einem Gefriertrock- 
ner getrocknet, um 14,7 g getrocknetes Pulver (RQckstandsanteil von EGCG: 62%) zu erhalten. 

Beispiel 4 

65 

too g getrocknete Blatter von grOnem Tee. gerosteter gruner Tee, oder gruner Instanttee werden 10 min lang 
bei 70*C bis 90''C mit 1.0 1 heiBem Wasser extrahiert Der erhaltene Extrakt wird durch Filterpapier filtriert und 
die unloslichen Bestandteile werden abgetrennt Der Niederschlag wird durch 10 min Zentrifugation bei 2000 
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rpm entfemt Das obere Filtrat (ca. 800 ml) wird gesammelt und unter vermindertem Druck bei 70* C mit einem 
Vakuumrotationsverdampfer konzentriert, urn 100 ml Extrakt zu erhalteiL Die waBrige Phase wird mit 100 ml 
Ethylacetat dreimal extrahiert, urn eine organische Phase von ca. 280 ml zu erhalten, und bei 50* C mit einem 
Vakuumrotationsverdampfer volIstSndig getrocknet, urn in einen viskosen Zustand Oberfuhrt zu werden. 150 ml 

5 Methanol werden zu dem getrockneten Material zugegeben und auf 15 ml konzentriert 15 ml Konzentrat 
werden auf das obere Ende einer Sephadex LH-20 Saule {Innendurchmesser 35 mm x Lange 550 mm. Sephadex 
Nettogewicht 200 g) aufgetragen. Zuerst wird mit 4,0 1 Wasser-Aceton-Losung (85 : 15. v/v) Losung gespOlt, bis 
die gelbgrune oder braungef arbte Phase vollstandig eluiert ist, und dann wird begonnen, mit Wasser-Aceton-L6- 
sung (30 : 70. v/v) zu eluieren. Wenn das gelbbraune oder gelbe Band, welches an der oberen Schicht der SSule 

10 absorbiert ist, von dem oberen Ende der Saule zu eluieren beginnt, werden die Fraktionen gesammelt und bei 
70*C mit einem Vakuumverdampfungstrockner auf 30 ml konzentriert Das Konzentrat wird Qber Nacht bei 
unter 20* C gelagert und mit einem Gef riertrockner getrocknet, um 5,5 g getrocknetes Pulver (Rfickstandsan- 
teil von EGCG: 58%) zu erhalten. 



15 Beispiel 5 

200 g getrocknete Blatter von grunem Tee, gerosteter gruner Tee, oder grOner Instanttee werden bei 70"C bis 
90* C 20 min lang mit 4 1 heiBem Wasser extrahiert. Der erhaltene Extrakt wird durch Filterpapier filtriert und 
die unldslichen Bestandteile werden abgetrennt Der Niederschlag wird durch 10 min Zentrifugation bei 2000 

20 rpm entfemt Das Filtrat (ca. 3,5 1) der oberen Schicht wird gesammelt und unter vermindertem Druck bei 70*C 
mit einem Vakuumrotationsverdampfer konzentriert, um 400 ml Konzentrat zu erhalten. Die waBrige Phase 
wird mit 400 ml Ethylacetat dreimal extrahiert, um eine organische Phase von ca. 1.2 1 zu erhalten, und bei 50*C 
mit einem Vakuumrotationsverdampfer vollstandig getrocknet, um 50 ml Konzentrat zu erhalten. 200 ml Metha- 
nol werden zu dem getrockneten Material zugegeben und es wird auf 20 ml konzentriert 20 ml Konzentrat 

25 werden auf das obere Ende einer Sephadex LH-20 Saule (Innendurchmesser 35 mm x LSnge 550 mm. Sephadex 
Nettogewicht 200 g) aufgetragen. Zuerst wird mit 2.5 1 Wasser-Isopropanol-Usung (90 : 10, v/v) gespiilt, bis die 
gelbgrune oder braungefarbte Phase vollstandig eluiert ist, und dann wird begonnen, mit 5.0 1 Wasser-Isopro- 
panol-Losung (50 : 50. v/v) zu eluieren. Wenn das gelbbraune oder gelbe Band, welches auf der oberen Schicht 
der saule absorbiert war, von dem oberen Ende der Saule zu eluieren beginnt, werden die Fraktionen gesammelt 

30 und bei 70* C mit einem Vakuumverdampfungstrockner auf 40 ml konzentriert Das Konzentrat wird fiber Nacht 
bei unter -20*C gelagert und mit einem Gefriertrockner getrocknet, um 10,2 g getrocknetes Pulver (RQck- 
standsanteil von EGCG: 70%) zu erhalten. 



Beispiel 6 

35 

200 g getrocknete Blatter von griinem Tee, gerdsteter grfiner Tee. oder grOner Instanttee werden bei 40* C bis 
65*C 60 mm lang mit 4,0 1 einer Wasser-Methanol-Losung (5 :50, v/v) extrahiert Das erhaltene Extrakt wird 
durch Filterpapier filtriert und von den unldslichen Bestandteilen abgetrennt Der Niederschlag wird durch 
10 min Zentrifugation bei 2000 rpm abgetrennt Das Filtrat (ca. 3000 ml) wird gesammelt und unter verminder- 

40 tem Druck bei 70*C mit einem Vakuumrotationsverdampfer konzentriert, um einen vollstandig getrockneten 
Extrakt zu erhaltea Das getrocknete Material wird in 500 ml Wasser-Medianol-Ldsung (80 : 20, v/v) gel5st mit 
400 ml Ethylacetat dreimal extrahiert, mn eine organische Phase von ca. 1200 ml zu erhalten, und bei 50*C mit 
einem Vakuunu^tationsverdampfer konzentriert, um ein Konzentrat von 50 ml zu erhaltea 200 ml Dioxan 
werden zu dem Konzentrat zugegeben und es wird wieder auf 20 ml konzentriert 20 ml Konzentrat werden auf 

45 das obere Ende emer Sephadex LH-20 Saule (Innendurchmesser 35 mm x Lange 550 mm, Sephadex Nettoge- 
wicht 200 g) aufgetragea Als erstes wird mit 3.01 einer Wasser-Dioxan-LSsung (85 : 15, v/v) gespOlt bis die 
gelbgrune oder braungearbtc Phase vollstandig eluiert ist, und dann wird begonnen. mit einer Wasser-Dioxan- 
L6sung (40 : 60. v/v) zu eluieren. Wenn das gelbbraune oder gelbe Band, welches an der oberen Schicht der Saule 
absorbiert war, von dem oberen Ende der Saule zu eluieren beginnt, werden die Fraktionen gesammelt und bei 

50 70*C mit einem Vakuumverdampfungstrockner auf 50 ml konzentriert Das Konzentrat wird fiber Nacht bei 
unter -20*C gelagert und mit einem Gefriertrockner getrocknet, um 73 g getrocknetes Pulver (Rflckstandsan- 
teil von EGCG: 55%) zu erhalten. 

Die Piattchen-Antiagglutinationsaktivitat wird mit der oben erhaltenen Fraktion gemessea Die Blutgerin- 
nung wuxl allgemein in primare Hamostase durch die Wirkung von Plattchen, Wirkbestandteilen im Blut, und 

55 sekundare Hamostase durch Einbeziehung von Plasma, auBer Plattchen. unterteilt Unter anderem ist es nutz- 
lich, als ein grundlegendes Heilverfahren ein Inhibitionsmittel der primaren Hamostase zu entwickeln, um eine 
Thrombogenese oder Blutgerinnung zu verhindem. 

Gerosteter Tee in der voriiegenden Erfmdung bezieht sich auf halbverarbeitete Waren, welche vorgefertigt 
sind, bevor sie durch f eines Schneiden der getrockneten Blatter des grOnen Tees zu dem endgttltigen grOnen Tee 

60 verarbeitet werden. 

Versuchsbeispiel 
Auswirkungen auf die primare Hamostase 

65 

1. Versuch zur Inhibition der Plattchenagglutination 
Anti-agglutinative Wirkungen auf Plattchen werden durch das TrubungsmeBverfahren von Bom. unter Ver- 
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wendung eines Aggrecorder II PA-3220 (Kyoto DaiichJ Kagaku Co^ Ltd.) gemessen. Das Prinzip des Verfahrens 
ist es» daB ein Plasma, welches reich an Pl§ttchen ist (PRP), hergestellt wird, bei welchem die Plattchenmenge in 
dem Bereicb von 200000—400 000/mm^ eingestellt ist, Agglutinationsausldser (ADP, Adrenalin, Collagen, Ri- 
stocetin) dort hinzugegeben werden, und die Anderung der optischen Dichte aufgrund der Agglutination 
aufgezeichnet wind. Blut wird von einer gesunden Person, welche eine normale Plat^enkapazitit hat, abge- 5 
nommen und in Rdhrchen mit 3^% Natriumcitrat als Antigerinnungsmittel, in einem Verhaltnis von 1 : 9, 
verteilt Eine Zentrifugation wird lOmin lang bei 160 G (1000 rpm) durchgefuhrt, urn PRP zu erhalten, bei 
welchem die Piattchenmenge in dem Bereich von 200 000-400 OOO/mm^ eingestellt ist Eine emeute Zentrifuga- 
tion wird 10 min lang bei 2000 G (3400 rpm) durchgefOhrt, um plattchenarmes Plasma (PPP) zu erhalten. IQn 
Aggrecorder 11 PA-3220 wird fur die Messung verwendet (ST^'d 1000 rpm, Korrektur nut piSttchenarmem 10 
Plasma). Nachdem sie in das Mefigerdt transferiert wurden, wurden das an Piattchen reiche Plasma und die 
Versuchsprobe wie sie waren von 3 bis 5 min lang so belassen, und dann wurden Ausloser der Plattchenaggluti- 
nation dort hinzugegeben und der AgglutinationsprozeB wurde 10 min lang gemessen. ADP, Adrenalin, Collagen 
und Ristocetin wurden als Ausldser der Piattchenagglutination verwendet 

Als ein Ergebnis des obigen Versuchs zeigt der Extrakt aus grOnem Tee seine starke Unterbindung der 15 
PlSttchenagglutination bei Ausl6sem in der Konzentration von 1 mg/ml Die Auswirkungen der Antiagglutina- 
tion zeigten sich in Inhibitionen von 60% mit ADP, 96,5% mit Adrenalin, 35,5% mit Collagen und 36,5% mit 
Ristocetia Auf der anderen Seite zeigte Aspirin (0^1 mM) als Kontrolle 13,5% mit ADP, 79,5% mit Adrenalin. 
72,6% mit Collagen und keine mit Ristocetia 

Fig. 1 zeigt ein Diagramm von Antiagglinationswirkungen, wenn ADP als Agglutinationsausldser und das 20 
antithrombotische Mittel der vorliegenden Erfindung injiziert werden. 

Fig. 2 zeigt ein Diagramm von Antiagglutinationswirkungen, wenn Adrenalin als Agglutinationsausldser und 
das antithrombotische Mittel der vorliegenden Erfindung injiziert werden. 

Fig. 3 zeigt ein Diagramm von Antiagglutinationswirkungen, wenn Collagen als Agglutinationsausldser und 
das antithrombotische Mittel der vorliegenden Erfindung injiziert werden. 25 

Fig. 4 zeigt ein Diagramm von Antiagglutinationswirkungen, wenn Ristocetin als Agglutinationsausldser und 
das antithrombotische Mittel der vorliegenden Erfindung injiziert werden. 

Als Ergebnis des Versuchs wurde bewiesen, daB das antithrombotische Mittel der vorliegenden Erfindung 
Starke Auswirkungen auf die Antiagglutination der Plattchen besitzt 

30 

2. Messung der antithrombotischer Aktivit&t 

Die Induktion eines Versuchsthrorabus wird auf der Grundlage des Verfahrens von Dimino et al durchge- 
fuhrt Mftnnliche ICR Ratten mit einem Gewicht von 20— 30 g werden in dem Versuch verwendet Die Induktion 
des Thrombus wird ausgeldst indem ein Ausidser der Piattchenagglatination (Adrenalin, Collagen) in die 35 
Schwanzvene der Ratte injiziert wird, und der Thrombus bildet sich schnell in einer Kapillare. Beschleunigungs- 
materialien fOr die Agglutination werden, in diesem Experiment durch Mischen von 15 ^1 Collagen, 400 mM 
Adrenalin und 100 }il einer physiologischen Salzldsung hergestellt Diese wird mit 100 ^1 pro 20 g Rattengewicht 
in die Schwanzvene der Ratte injiziert 2 Stunden vor dem Start des Versuchs werden je 100 mg davon und 
10 mg der Versuchsprobe pro kg Rattengewidit injiziert, um die antithrombotischen Wirkungen von Extrakten 40 
aus grOnem Tee herauszufinden. Das Gesamtvolumen der Injektion sollte nicht fiber 0,4 ml liegen. Die Anti- 
thrombosewirkungen der Extrakte aus grOnem Tee werden berechnet durch den Prozentsatz an Oberlebenden 
Ratten, die vor dem Tod oder der Paralyse der Hinterbeuie bewahrt wurden, welche durch eine Injektion des 
Ausldsers der Pl^ttchenagglutination auftreten kann. I^e hier verwendete Definition der Paralyse beruht auf der 
Grundlage des Veriustes der Hinterbeinbewegungsfahigkeit fiber 15 min oder bei kontinuieriichem Schfittebi. 45 

Bei dem Versuch das geeignete Volumen ffir eine Thrombusinduktion mit Adrenalin und Collagen herauszu- 
finden, konnte die Mischung aus 15 ^g Collagen, 400 \iM Adrenalin und 100 \s\ physiologischer Salzldsung bei 
diesem Versuch zu 95% einen Thrombus induzieren. Ob ein Thrombus gebildet wurde oder nicht wurde durch 
den Tod oder die Paralyse der Hinterbeine fiber 15 min durch Injektion des Ausldsers der Piattchenagglutination 
bestimmt Die Paralyse der Hinterbeine wurde anhand der Merkmale von sowohl Kriechen als auch Zittem 50 
gemessen. Wenn 100 mg/kg Extrakte aus grunem Tee in die Bauchhdhie induziert wurden, zeigt sich eine 
66% ige Schutzwirkung. und wenn 1 0 mg/kg injiziert wurden, eine 44%ige Schutzwirkung. Auf der anderen Seite 
zeigte Aspirin (100 mg/kg) als Kontrolle eine 45%ige Schutzwirkung. 

Fig. 5 zeigt ein Diagramm der antithrombotischen Wirkungen, wenn Adrenalin, und Collagen als Agglutina- 
tionsausldser verabreicht wurden, und dann die Verabreichung eines Antithrombosemittels der vorliegenden 55 
Erfindung folgte. 

Mit diesem Versuch wurde bewiesen, daB das Antithrombosemittel der vorliegenden Erfindung starke anti- 
thrombotische Wirkungen hat, welche denen des Aspirins bei nur einem Zehntel der Menge des Aspirins 
entsprechen. 

60 

3. Versuch zur Blutgerinnung 

(1) Bestimmung der Blutungsdauer 

Mfinnlichen Sprague-Dauley Ratten, die von 1 80— 200 g wiegen, wird das Versuchsmaterial einmal pro Tag 10 65 
Tage lang verabreicht Die Ratte wird durch eine intraperitoneale Injektion von Natriumpentobarbitaildsung 
(400 mg/kg) betaubt Der Schwanz der betaubten Ratte wird in einer Lange von 5 mm vom Ende aus aufge- 
schnitten und der aufgeschnittene Schwanz wird bei 37,5' C bis zu 5 cm in eine Salzldsung getaucht Die 
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Zeitdauer vom Aufschneiden des Schwanzes bis zur H^mostase wird gemessen. 

Als Ergebnis dieses Versuchs wurde die Blulungsdauer abhSngig von dem verabreichten Volumen vergroBert- 
113.2 ± 19,6 s bei 10 mg^g, 250.7 ± 1173 s bei 100 mg/kg, 5093 ± 1,6 s bei 300 mgiTcg in der Versuchsgruppe. 
verglichenmit65.0± 123sinderKontrollgruppe. 

Im Fall der Verabreichung von Aspirin (100 mg/kg) lag sie uber der Kontroligruppe bei 165.1 ±34^5. Die 
Ergebmsse sind m Fig. 6 gezeigt Diese zeigt ein Diagramm der Blutungsdauer. wenn das Antithrombosemittel 
der vorhegenden Erfmdung und Aspirin als Kontrolle verabreicht werden. 

(2) Bestimmungdergesamten Blutgerinnungszeit 

Am nachsten Tag nach der Bestimmung der Blutungsdauer wird die Ratte durch Ether betaubt. und 4^ ml Blut 
werden mit emer Plastikspritze, welche 0^ ml einer 3.13yoigen Natriumcitratlosung enthait, aus ihrem Herz 
entnommea Das entnommene Blut wird vorsichtig in der Spritze gemischt. I ml Blut wird in ein Glastestrdhr- 
chengegeben. wobei 1,7% CaCb •2H2O (200 tU)dazugegeben werden, und unterRflhren wird die Zeitdauer der 
BUdung der Koagulation bei Raumtemperatur gemessen- 

Als Ergebnis dieses Versuchs war die gesamte Blutgerinnungszeit abhSngig von dem verabreichten Volumen 
yeriangert: 130,1 ± 20,5 s bei lOmgyOcg. 140.9 ± 14,2 s bei 100 mg/icg. 150.6 ± 17.6 s bei 300 mg/kg in der 
Versuchsgruppe. verglichen mit 109.4 ± 14,0 s in der Kontroligruppe. AuBerdem bendtigte Aspirin (100 mg/kg) 
als KontroUe 137,2 ± 19,4 s. Die Ergebnisse sind in Fig. 7 gezeigt. welche ein Diagramm der gesamten 
Blutgennnungszeit zeigt, wenn das Mittel der vorliegenden Erfmdung und Aspirin verabreicht warden. 

(3) BestinunungderPlasmagerinnungszeit 

Plasma wrd aus dem in dem obigen Versuch gesammelten Blut durch Zentrifugation bei 25 000 rpm eriialten. 
Erne vereinigte Probe mit 100 jil Plasma und 50 ^1 einer 50 mM CaCb Losung wiitl bei 37-C in emem Testrohr- 
chen geschuttelt Die verstrichene Zeit vom Zugeben des CaCb bis zum Beobachten des Gerinnsels wird 
gemessen. 

'^^^ft''!!*^?ll'*L^^^^!^^"^^? wurde die Plasmagerinnungsdauer abhangig von dem verabreichten Volumen 
vergroBert: 177, 5 ± 37.6 s bei 10 mg/kg. 219.8 ± 573 s bei 100 mg/kg, 233.1 ± 83,2 s bei 300 mg/kg in der 
y^Tl u'^. ^^-^l^^' "^^^ KontroUe. Im FaU von Aspirin (100 mg/kg) als KontroUeTdauerte es 

T\a^.?a ^* Ergebm^esmd m Fig. 8 gezeigt Diese zeigt ein Diagramm der Plasmagerinnungszeit, wenn 
das Mittel der vorhegenden Erfindung und Aspirin injiziert wurden. 

4. Inhibition der Upidhyperoxidation und der Enzymaktivitat im Plasma 

a) Bestimmung von Inhibitionswirkungen bei der Malondialdehyd (MDA)-Herste!lung 

1 ml einer Plattchenaufschwemmungslosung wird zu einer isotonischen Usung eines Extraktes aus grOnem 
Tee (Endkonzentration 1 mg/ml) zugegeben. und dazu werden Ca+ + und Collagen zugegeben, Danach werden 
zu der resultierenden Mischung 2 ml TBA zugegeben. gefolgt von Erwfirmen fOr 20 min bei 90«C. dann wu^ es 
auf Raumtemperatur abgekuhlt und 10 min lang bei 3000 rpm zentrifugiert Die optische Dichte der roten 
Losung, welche sich un oberen Teil der prezipitierten PlUttchen befindet, wird bei 535 nm gemessen. und die 
/SP^^^L^ I^^^^"* ^""^ aufgrund des molaren Absorptionsindex des MDA-TBA Konjugates von 
1.56X 1(P berechnet. wodurch die inhibitorische Wirkung des Extraktes aus grunem Tee gegenuber der Uoid- 
hyperoxidauon gezeigt wird o © © p 

Die Menge an produziertem MDA, welche durch die Reaktion des Sekundarproduktes der Lipidhyperowda- 
tion erzeugt wird. kann als ein Kriterium der gesamten Upidhyperoxidation verwendet werden. Extrakte aus 
grunem Tee zeigten diese Wirkungen in dem gleichen AusmaB mit Aspirin, welches die Aktivitat von Phospholi- 
pase A2 Inhibitoren, wie z. B. Primaquin, Chinacrin und Oxygenase inhibiert 

b) Bestimmung der Aktivitat der Abgabe von Arachidonsaure 

Ein Extrakt aus grOnem Tee (Endkonzentration I mg/ml). Ca+ + und Collagen weiden zu 1 ml einer Plattchen- 
aufschwemmungslosung zugegeben und bei 37*»C inkubiert Nach 30 mm werden die Piattchen rasch durch einen 
Membranfilter abgetrennt und das FUtrat wird unter pH 3 angesauea Die resultierende Losung wird zweimal 
mit 2 ml Extraktionsl6sungsmittel (Chloroform iMethylalkohol = 1 : l.v/v)extrahiert Die durch Zentrifugation 
erhaltene untere Chloroformschicht wird in ein anderes Testrahrchen uberfOhrt und durch Stickstoffgas ge- 
trocknet Das getrocknete Material wird mit 50 pi Dimetiiylformamid (DMF) geldst und zu der resultierenden 
Losung werden 50jil DMF L6sung. welche 12 mM Monodansylcadaverin und 2 pi Dietiiylphosphorocyanidat 
enthait, zugegeben. und die resultierende Mischung wird bei Raumtemperatur 15 min lang stehen gelassen so 
daB Arachidonsaure mit Fluoreszenz markiert wud. 

Die mit Fluoreszenz markierte Arachidonsaure wird mit 50% Metiianol : Acetonitril durch ein Elutionsver- 
muretk mit linearem Gradienten auf einer Umkehrphasensaule eluiert und mit einer Anregungswellenlange von 
340 nm und einer Fluareszenzwelleniange von 520 nm nachgewiesen. 

Wie durch die quantitative Bestimmung der Arachidonsaure gezeigt, ist die Anderung der Arachidonsaure 
durch Extrakte aus grOnem Tee geringer als die von Primaquin und Chinacrin. Daher wird angenommen, daB 
Bctrakte aus grOnem Tee eine Upidhyperoxidation und eine Platlchenagglutination durch Inhibierung von 
Cyclooxygenase oder Lipoxygenase, eher als Phospholipase als WirkbestandteU in den Piattchen verhmdem. 
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6. Therapeutische Hyperlipidamiewirkungen — Andperoxidationsmrkung (in vitro) 

• Der Extrakt aus grunem Tee wird zu einer Lebermikrosomenfraktion (13 rag Protein/ml) einer Ratte hinzu- 
gegeben, und Cystein (Endkonzentration 500 ^iM) und Eisensulfat (Endkonzentratk>n 5 |iM) werden dazu hinzu- 
gegeben und die resultierende Mischung wird 30 min lang bei ST^C inkubiert 3 ml 10%lge Trichloressigsaure 
wird dazu hinzugegeben und 2 mi des Oberstandes werden nach einer Zentrifugation abgenommea 0,67% TBA 
Losung wird dazu hinzugegeben und die resultierende Ldsung wird in kochendem Wasser 15 min lang aktiviert 
und nach dem AbkUhlen wird die optische Dichte gemessen. 

7. Untersuchungen Gbereine physiologische Funktionalitat — Antihypertoniewirkungen (in vitro) 

Inhibitionswirkungen gegenOberdem Angiotensin-umwandelnden Enzym(ACE) 

ACE ist ein Enzym, welches auf Renin-Ang^tensine wirkt, welche eine Schlasselrolle bei der Steuerung des 
Blutdrucks, Kdrperflussigkeiten und Elektrolyten in vivo spielea Dieses Enzym wandelt Angiotensin I zu 
aktivem Angiotensin II um, indem es ein Dipeptid (His— Leu) von dem C-terminalen Ende von ANG I, welches 
von Renin produziert wird, abspaltet Das Enzym spielt ebenfalls eine wichtige RoUe bei der Steuerung des 
Kreislaufo in einem lebenden Korper, da es ANG II im hypertonischen System aktiviert und Bradykinin im 
hypotonischen System inaktiviert 

DemgemfiB ktuin aufgrund der Inhibitionswirkung des Extraktes aus grOnem Tee auf das Enzynii die Wirkung 
des Extraktes aus grflnem Tee als einem Blutdruck-senkenden Mittel bewiesen werden. 

Aspirin ist ein starkes Antikoagulationsmittel, jedoch ist es wegen emster MagenstSrungen unmoglich, es 
langer einzunehmen. Im Gegensatz dazu wurde von dem antithrombotischen Mittel der vorliegenden Erfmdung 
bewiesen, daB es sowohl keine Nebenwirkungen wie eine Magenstdrung zeigt, als auch die gleiche oder sogar 
eine groBere Wirkung wie Aspirin aufweist 

Als das Ergebnis des obigen Versuchs besitzen Extrakte aus grfinem Tee gemiB der vorliegenden Erfindung 
eine herausragende antithrombotische Wirkung. 

Daher konnen Extrakte aus grOnemTee nach der vorliegenden Erfindung als AntithrombosemittelThrombo- 
genesehemmende Mittel oder Thromboseursache-henunende Mittel verwendet werden. 

Test der akuten Toxizitat 

Eine physiologische Salzlosung, welche einen Extrakt aus grflnem Tee enthalt, wird durch orale und intraveno- 
se AppUkation ICR-Ratten verabreichL Der LDso-Wert wird durch die Sterblichkeit nach 72 Stunden berechnet 
Die Auswertung erfolgt nach der Up-and-down-Methode. Die Ergebnisse sind wie folgt 

verabreichtes Verabreichungs- Anzahl der LD50 
Material weg Tiere mg/kg 

Extrakt aus intravenos 10 500 

griineia Tee 

Extrakt aus oral 10 1000 

griinem Tee 

Wie nach den obigen Ergebnissen beurteilt, hat das Antithrombosemittel der vorliegenden Erfindung eine 
geringe akute Toxizitat 

Der Extrakt aus grflnem Tee gem§B der vorliegenden Erfmdung kann von 1,0—2000 mg/kg, von einem bis zu 
vielen Malen pro Tag, abhangig von Alter, Geschlecht oder Symptomen des Patienten oder dem Zweck der 
Vorsorge dosiert werden. 

Die Extrakte aus grflnem Tee gemSfi der vorliegenden Erfindung kdnnen zu pharmazeutischen Erzeugnissen 
verarbeitet werden, indem sie mit gewdhnlichen Hilfsstoffen wie z. B. Vehikel, Bindemittel. Gleitmittel, Ldsungs- 
mittel, Verdfljinungsmitte! usw. gemischt werden. 

Es folgen Beispiele von Erzeugnissen gemSB der vorliegenden Erfindung. 

Zubereitungsbeispiel 1 

Zubereitung einer Tablette 

Extrakte aus grflnem Tee 1 0 mg 

Lactose 20 mg 

Starke 20 mg 

Magnesiumstearat geeignete Mengen 



DE 44 32 549 Al 

Die obigen Bestandteile warden gemaB allgemeinen Herstellungsmethoden vonTabletten zu 50 meTabletten 
verarbeitet * 

Zubereitungsbeispiel 2 

5 

Zubereitung von Kapseln 

ExtrakteausgrOnemTee 100 mg 
Lactose 20 mg 

»0 Starke 19 mg 

Talkum 1 mg 

Magnesiumstearat geeignete Mengen 

gemilt°*'*^^" Bestandteile werden gemaB allgemeinen HersteUungsverfahren von Kapseln in 50 mg Kapseln 

Zubereitmigsbeispiel 3 

20 Zubereitung einer Flflssigkeit 

Extrakte aus grunem Tee loO mg 

Isomerisierte Saccharide lo mg 

Honig 500 mg 

Nikotinsaureamid (amtL Arzneibuch) 20 mg 

Koffeinanhydrid (amtl. Arzneibuch) 30 mg 

Natriumbenzoat 70 mg 

30 Die obigen Bestandteile werden gemaB aUgemeinen Herstellungsmethoden von Flflssigkeiten zu einer FlOs- 
sigkeit gemischt, m braune 100 ml Flaschen gefQllt, abgedichtet und pasteurisiert 

Zubereitungsbeispiel 4 

35 Zubereitung einer Injektionsldsung 

Extrakte aus grttnem Tee 5 mg 

Steriles Wasser geeignete Mengen 

Die obigen Bestandteile werden gemSB aUgemeinen HersteUungsverfahren zu einer Injektionsldsung verar- 
beitet und m 2 ml Ampullen gefQUt. abgedichtet und steriUsiert 

Zubereitungsbeispiel 5 

Zubereitung von Weichkapsehi 

1) Bestandteile zumFOUen 

50 Extrakte aus grOnem Tee 10 mg 

Polyethylenglycol 230 mg 

Glycerin 20 mg 



25 



40 



45 



55 



60 



65 



2) BestandteUefardieTrockenhfllIe(Gew.-%) 

Gelatine 52% 

Glycerin 32% 

Anidrisorb 35/70 12% 

Wasser 5% 

Die obigen Bestandteile werden gemaB allgemeinen HersteUungsverfahren von Weichkapseln zu Weichkap- 
sein verarbeitet. 
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Zuberehungsbeispiel 6 

Zubereitung von Granulat 

Extrakte aus grOnem Tee 1 0 mg 

Lactose 25 mg 

Die obigen Bestandteile werden roit einer Extrusionsgranuliermaschiae zu Granulat verarbeitet 
Auf der anderen Seite kann der Extrakt aus grQnem Tee gemaB der vorliegenden ErFmdung aJs Zusammenset- 
zung verwendet werden, in welcher der Extrakt aus grQnem Tee mit anderen gut bekannten pharmakologischen 
Materialien, welche unterschiedliche Wirkungen haben, gemischt werden. Solche Zusanmiensetzungen sind in 
den Umfang der vorliegenden Erfindung eingeschlossen. 

Patentanspriiche 

I. Pharmazeutisches Erzeugnis mit Antithromboseaktivitat, enthaltend einen Extrakt aus grflnem Tee ais 
einen Wirkbestandteil und pharmazeutisch annehmbare Hilfsstoffe, das durdi ein herkdmmliches Herstel* 
lungsverf ahren in eine phannazeutische Form gebracht wurde. 

Z Pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Form ein Pulver ist 

3. Pharmazeutisches Erzeugnis.gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Form eine Tablette ist 

4. Pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Form eine Kapsel ist 

5. Pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Form eine Flussigkeit 
ist 

6. Pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Form eine Weichkap- 
sel ist 

7. Pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Form eine Injektions- 
Idsung ist 

8. Pharmazeutisches Erzeugnis gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB die Form ein Granulat ist 

9. Verfahren zur Hersteliung eines pharmazeutischen Erzeugnisses mit Antithromboseaktivitat, wobei man 
einen Extrakt aus griinem Tee als Wirkbestandteil, zusammen mit pharmazeutisch annehmbaren Hilfsstof- 
fen, unter Verwendung eines herkommlichen Herstellungsverfahrens in eine pharmazeutische Form bringt 

10. Verfahren gemafl Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB man den Extrakt aus grOnem Tee dadurch 
herstellt,daB man 

getrocknete grune Teeblatter, gerdsteten Tee oder grunen Instanttee mit Wasser oder einer Losungsmi- 
schung aus Wasser und niedrigem Alkohol zur Entfemung unlOslicher Bestandteile hydrothermal extra- 
hiert, 

den erhaltenen Extrakt konzentriert, 
das erhaltene Konzentrat mit Wasser 15$t 

die erhaltene Losung zur Entfemung nichtpolarer Materialien mit einem organischen Ldsungsmittel extra- 
hiert, 

die erhaltene wafirige Schicht konzentriert und 

die Flussigkeit, welche von dem erhaltenen Konzentrat abgetrennt wurde, durch eine S^ule erneut konzen- 
triert 

I I. Verfahren zur Hersteliung eines Extraktes aus griinem Tec, wobei man 

getrocknete grune Teeblfitter, gerdsteten Tee oder grOnen Instanttee mit Wasser oder einer Losungsmi- 
schung aus Wasser und niedrigem Alkohol zur Entfemung unl5slicher Bestandteile hydrothermal extra- 
hiert 

den erhaltenen Extrakt konzentriert, 
das erhaltene Konzentrat mit Wasser Idst, 

die erhaltene Losung zur Entfemung nichtpolarer Materialien mit einem organischen Ldsungsmittel extra- 
hiert, die erhaltene w^Brige Schicht konzentriert und 

die FIQssigkeit welche von dem erhaltenen Konzentrat abgetrennt wurde, durch eine SSule emeut konzen- 
triert 



Hierzu 8 Seite(n) Zeichnungen 
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